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Abstract of EP0413187 

A process for the preparation of an immunoglobulin solution which is suitable for intravenous 
administration from a protein fraction, containing immunoglobulins IgG, IgA and IgM in partially 
concentrated form, from human blood comprises the steps: mixing the protein fraction with acetate buffer, 
where appropriate removing insoluble constituents by filtration, treatment with calcium phosphate and 
octanoic acid, centrifugation, removal of the supernatant and treatment thereof with an adsorbent, 
removal of the adsorbent and sterilisation by filtration. 
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© Verfahren zur Hersteilung einer fOr intravenQse Applikation geeignete ImmunglobulinKJsung aus einer der 
Immunglobuline IgG, IgA und IgM in ankonzentrierter Form enthaltenden Proteinfraktlon von Humanblut mit den 
Verfahrensschritten: Versetzen der Proteinfraktion mft Acetatpuffer, gegebenenfalls Abfiltrieren unloslicher Be- 
standteile, Behandeln mit Calciumphosphat und OctansSure, Zentrifigieren, Abtrennen des Oberstandes und 
dessen Behandlung mit elnem Adsorptionsmrttel, Abtrennen des Adsorptlonsmittels und Steriffiltration. 
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VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG EINES INTRAVEN&S VERABREICHBAREN IGG-, IQA- UNO IGM- 

HALT1GEN ARZNEIMITTELS 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur HerstBllung elner fQr die intravenose Applikation geeigneten 
Immunglobulinlosung durch Behandlung einer durch Fraktionierung aus Humanb!ut ertialtenen Proteinfrak- 
tion. die die Immunglobufine des Typs IgG, IgA und IgM in ankonzentrierter Form enMrt 

In der EP 0 013 901 ist ein Verfahren zur Herstellung einer intravenos anwendbaren IgM-haltigen 

s ProteiniSsung beschrieben, bei dem eine durch Fraktionierung aus Blutplasma oder Serum ertiaitene 
Proteinfraktion (wie z.B. eine Cohn-Frektion (II) durch Behandlung mit koiloidaJer KieselsSure von Lipiden 
befreit, mit Dietftylaminoethyl-Gruppen tragenden. quervernetzten Dextranen oder Cellulose, vorzugsweise 
DEAE-Sephadex A 50. behandelt und dann mit fl-Propiolacton bei Temperaturen von 20 bis 37° C und pH- 
Werten von 7.0 bis 8.5 fOr die Dauer von 2 bis 10 Stunden bis zur pH-Konstanz behandelt wird. Die Cohn- 

w Fraktion III enthalt neben den gewunschten Immunglobulinen erhebfiche Mengen von denaturiertem Protein, 
Lipide und viele Proteasen. FOr die intraven6se Unvertraglichkert der Cohn-Fraktion III sind IgG-Poiymere 
sowie die Proteasen mit hohen proteolytischen AktivitSten und andere denaturierte Proteine verantwortiich. 
Die in EP 0 013 901 verwendete kolloidale WeselsMure ist ein geelgnetes Mittel zur Entfernung von Lipiden, 
fOhrt jedoch zu Kontaktaktivierungen der Gerinnungsfaktoren und erh6ht somit zusStzlich die in der Cohn- 

75 Fraktion III enthaitenen Mengen an proteolytisch wirksamen Protelnen. Die Adsorption dieser Proteasen 
macht daher im Verfahren der EP 0 013 901 die Verwendung elnes Anionenaustauschers vom Typ DEAE- 
Sephadex A 50 erforderlich. Bei unspezrfischen Aktivierungen von Proteasen ist eine sichere quantitative 
Entfernung dieser Proteasen haufig nur durch die Verwendung unverhaitnismaflig grofler Mengen des 
entsprechenden Adsorbens mdglich. Es ist auch nicht auszuschlieflen, da£ bei Kontaktaktivierungen der 

20 Proteine des Gerinnungssystems und des Kininsystems proteolytische Aktivitaten freigesetzt werden. die 
nicht an Anionenaustauscher binden. 

Der voriiegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Herstellung einer sterilen und 
intravenos anwendbaren Losung der Immunglobuline IgG, IgA und IgM unter Verwendung der Cohn- 
Fraktion III oder einer durch Fraktionierung aus Blutplasma oder Serum erhaltenen Proteinfraktion zu tinden. 

25 die die Immunglobuline In angereicherter Form enthSU 

Oberraschenderweise wurde nun gefunden, dafl man zur Herstellung einer intraven6s anwendbaren 
Losung der Immunglobuline IgG, IgA und IgM auf die Entfernung der Lipide aus der Cohn-Fraktion III durch 
die Adsorption an koliodialer KieseisMure verzichten kann. Die Abbiidung I (Anhang) zeigt schematisch das 
erfindungsgemafie Verfahren. in Abbiidung II (Anhang) ist eine Variante dargesteJrt 

30 Die Aufarbeitung der Cohn-Fraktion 111 gemafl der EP 0 013 901 fUhrt zu einer intravenos vertraglichen 
Ldsung, die die Immunglobuline in folgender Mengenverteilung enthalt IgG: 4000 mg %; IgA: 500 mg % 
und IgM: 500 mg %, bei einem Gesamtproteingehait von 5 g %. Das Verhaitnis von IgG zu IgM in diesem 
Pr§parat betrdgt also 8 : 1. Als wirksamer Bestandteil dieses Produktes bei der Behandlung bakterieiler 
Infektionen ist nicht nur das IgM-MolekUl beteiligt sondem auch das im Produkt enthaltene IgG. 

35 Humanes IgG besteht aus vier Subklassen (lgG-1, lgG-2, lgG-3 und lgG-4) mit unterschiediichen 
chemischen und bioiogischen Bgenschaften. Nach einem primMren Kontakt mit Bakterien werden zuerst 
Antikorper vom IgM-Typ produziert, die die Bakterien zur Agglutination bringen und schliefllich eine 
Kompiement-abhangige Lysis bewirken. Die spater auftretenden kjG- Antikorper, die normaterweise eine 
hohere Affinitat zum Antigen besitzen, abhMngig von der IgG-Subklasse, induzieren eine Fc-Rezeptor- 

40 abhangige Phygozytose oder Zerstorung via Kompiement (F. Shakib. Derby: Basic und Clinical Aspects of 
IgG-Subclasses; in Monog raphes in Allergy, Vol. 19 (1986), Karger). 

Die IgG-Subkiassen-Verteilung nach bakteriellen Infektionen ist in einigen Studien untersucht worden, 
hauptsachlich jedoch nach Vaccinationen. Die Zuordnung bestimmter Antiko rperaktivitaten zu bestimmten 
IgG-SubWassen ist heute noch ein Feld wissenschaftlicher Fbrschung. Solange die Zuordnung jedoch nicht 

45 mdglich ist, ist es wQnschenswert, in IgG-hartigen Immunglobulinpraparaten eine IgG-Subklassenverteilung 
zu erreichen, die mdgiichst derjenigen eines normalen Poolplasmas entsprtcht 

Die Tabeile I (Anhang) zeigt daB die Verwendung von kolloidaler Kieselsaure wahrend der Herstellung 
von IgG-hartigen Immunglobulinpraparaten zu einer Abreicherung bis hin zum Verlust der IgG-Subklasse 3 
fuhrt 

so Die Bestimmung der Immunglobulin-Konzentration erfolgte mit folgenden verschiedenen Methoden: Die 
Mancini-Technik mit Partigenplatten R ) der Behringwerke und Quantiplate ") von Kallestad und dem 
Nephelometer Auto ICS II von Beckmann. Referenzmaterial fur IgG, IgA und IgM war der WHO-Standard 
67/88, in dem 100 Ill/mi entfiaiten waren. Die IgG-Subklassen wurden mit der radiaien Immundiffusion auf 
Agarose-PIatten, unter Verwendung polycionaier Subklassen- Antiseren (Schaf) bestimmt (Fa. Janssen). Als 
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Referenzserum diente der fOr die Immunglobulin-Bestimmung WHO-Referenzserumpool. da fais heute kein 
offizieller WHO-Standard fQr die igG-Subklassen-Bestimmung vorhanden ist Die GesamtJiplde wurden mit 
Reagenzien von der Fa. E. Merck bestimmt We ProteinlSsung wurde mit konzentrierter Schwefels^ure 
erhitzt und anschlieflend mit PhosphorsSure-Vanillin-Reagenz umgesetzt. 

Die Verwendung von koiloidaler WeselsSure in einer Konzentration von 3% Aerosil gemafl der EP 0 013 
901 fuhrt zu der Abreicherung unerwunschter LipJde, bewirkt aber ebenfalls den Verlust der IgG-Subklasse 
3. 

Die Eigenschaft der kolioidalen Kieseisaure, die IgG-Subklasse 3 bevorzugt aus Proteinlosungen zu 
adsorbieren, betrifft nicht nur, wie in Tab. I aufgefUhrt, beretts hochgereinigte IgG-Losungen, sondem trrfft 
generell auf IgG-hartige Proteinlosungen zu (Tab. El, Anhang). 

Das erfindungsgemMfle Produkt enthalt die IgG-Subklasse 3 in einer Konzentration, die einem Normal- 
serumpool entspricht, wahrend einem mit 3% Aerosil *) (AE)-behandelten Praparat die IgG-Subkfasse 3 
fehlt wie in der folgenden Tab. ill dargestellt ist. 

Tab. Ill 



IgG-Subkiassenverteilung in % 




lgG-1 


igG-2 


!gG-3 


igG-4 


IgG ohne AE-Behandlung 
IgG mit AE-Behandlung 
Normalserum IgG* 


58.8 
61.2 
70-60 


28.1 
29.5 
25-27 


3.7 
0.1 
2.4-4.6 


9.4 
9.2 
1.6-7.5 



* Geigy Tabelle (1979) 125 



Bfutplasmafraktionen haben ein hohes Risiko infektios zu sein. Dieses Risiko betrifft besonders die 
Obertragung der Hepatitis B und Hepatitis Non-A/Non-B und in jUngster Zeit der HIV (human immundefi- 
ciency virus). Da es durch diagnostische Maflnahmen nicht gelingt hepatitissichere Blutprodukte aus 
Plasmapools herzustellen, sind verschiedene Verfahren zur Sterilisation von Blutbestandtei len entwickeft 
worden. Die Pasteurisierung (10 h, 60* C) wird erfolgreich fQr Albumin verwendet und ist durch die 
Verwendung von Stabilisatoren, wie AminosSuren und Mono- bzw. Oligosacchariden und Zuckeraikoholen 
seit einigen Jahren auch zur Sterilisation empfindiicher Plasmaproteine wie den Gerinnungsfaktoren II, VIII 
und XIII beschrieben worden (EP 0 018 561). Die Wirksamkert der Pasteurisation in Gegenwart dieser 
Stabiiisatoren ist noch nicht abzuschatzen und wird zur Zeit Uberpruft Die Erhitzung von Immunglobulinen 
fQr 10 Minuten auf 63* C fOhrt zu einer drastischen Zunahme ihrer antitompiementaVen Aktivitat, so dafl die 
Pasteurisation zur Sterilisation der Immunglobuline ungeeignet ist (R. van Furth, A. G. P. Braat P- C. J. 
Leijh, A. Gardi: Opsonic and physicochemical characteristics of intravenous immunglobulin preparations. 
Vox Sang. 53: 70 - 75 (1987)). 

Die Notwendigkeit, auch Immunglobulinpraparate einer Sterilisationsmaflnahme zu unterziehen, ergibt 
sich aus einer Reihe von Publikationen aus jQngster Zeit in denen die Obertragung der Hepatitis B und 
Non-A/Non-B-Hepatitis durch intravenose Immunglobulinpraparate beschrieben worden ist 

Bjdrkander, J. P Cunningham-Rundles, C, Lundin, P., Soderstrom. R., Hanson, L A. (1988): Intravenous 
immunglobulin prophylaxis causing liver damage in 16 of 77 patients with hypogammaglobulinemia of 
IgG subclass deficiency. Am. J. Med. 84: 107-1 1 1. 

John, J. T., Ninan, G. T., Rajagopalan, M. S., John, F. et al (1979): Epidemic hepatitis B caused by 
commercial human immunglobulin. Lancet 1:1074. 

Lever, A.M.L, Webster, A.V.D., Brown, D., Thomas H.C. (1984): Non-A, non-B hepatitis occuring in 
gammaglobulinaemic patients after intravenous immunoglobulin. Lancet 11:1062-1064. 
Lockner, D., Bratt, G., Lindborg, A., Tdrnebohm, E. (1987): Acute unidentified hepatitis in a hypogamma- 
globuiinaemic patient on intravenous gammaglobulin successfully treated with interferon. Acta. Med. 
Scand. 221:413-415. 

Williams, P. E„ Yap, P. L, Gillon, J. Crawford, R. J., Galea, G.. Cuthbertson, B. (1988). Non-A, non-B 
hepatitis transmission by intravenous immunoglobulin. Lancet 11:501. 

Die von LoGrippo beschriebene Methode der Kaftsterilisation besteht in der kombinierten Behandlung 
von Humanplasma mit i3-Propiolacton und UV-Bestrahlung (LoGrippo, G. A. u. Hayashi, H.: Henry Ford 
Hosp. Med. J. 21 (1973). 181; LoGrippo, G. A. und Hartmann, F. W.: Bibl. Haematol. 7 (1958). 225). 

Die von LoGrippo publizierten Daten zeigen. daB nur die Kombination von B-Propiolacton mit der UV- 
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Bestrahlung zu virussicheren Plasmen gefUhrt hat (LoGrippo, G. A.: A ten year clinical study of plasma 
treated with Betaprone and combined Betaprone plus ultraviolet irradiation. Pacific Medicine and Surgery 72 
(1964)29&-302). 

In der EP 0 013 901 wird fl-Propiolacton zur Behandlung einer IgM-haitigen Proteinlosung zur 
5 Herstellung einer intravenos applizlerbaren Immunglobuliniosung verwendet 

Das erflndungsgemSBe Verfahren tOhrt bereits ohne /J-Propiolactonbehandlung zu einer mit IgM 
angereicherten ImmunglobulinlSsung, deren antikomplemetare Aktivitat ca. 600 CH 50/g Protein betragt 
Durch eine zusMtziiche Behandlung mit fl-Propiolacton oder Tri-N-Butylphosphat kann eine VirusQbertra- 
gung durch dieses Produkt ausgeschlossen werden. Es genUgt also die aileinige Behandlung der Immun- 
70 globulinlosung mit 0-Propiolacton ohne zusatzJiche UV-Bestrahlung, urn auch eine Obertragung der Hepati- 
tis Non-A/Non-B sicher auszuschlieflen, wie in einem Experiment am Schimpansen gezeigt werden konnte. 

Bn weiterer wichtiger Unterschied zwischen dem Verfahren der EP 0 013 901 und dem erfindungsge- 
m§J8en Verfahren betrifft die Adsorption mit einem Anionenaustauscher. In der EP 0 013 901 wird die Cohn- 
Fraktion ill noch vor der Octansaure- Behandlung mit dem Anionenaustauscher behandeft. wahrend das 
rs erfindungsgemafle Verfahren diesen Verfahrensschritt erst nach der Behandlung der Immungk>bulinl5sung 
mit Octansaure und Aktivkohfe durchfOhrt, urn sicherzustellen, daB wShrend der Aufarbeitung der Cohn- 
FraktJon III auftretende proteolytische AktivrtSten sicher entfemt werden. 

Aufgabe der EP 0 013 901 war es. aus einer IgG-, IgA- und IgM-haitigen Proteinfraktion (Cohn-Fraktion 
III) eine intravends applizierbare LSsung dieser Proteine herzustellen. DafUr war die Verwendung von fl- 
20 Propiolacton zur Reduzierung der antikomplementaren Aktivitat in dem Ausgangsmaterial notwendig. 
Uberraschenderweise konnte nun gezeigt werden. da/J durch das erfindungsgemaJ3e Verfahren die antikom- 
plementSre Aktivitat der Ausgangsfraktion bereits so deutlich verbessert wurde, dafl auch andere zur 
Sterilisation von Blutprodukten geeignete Substanzen. wie z.B. Tri-N-Butylphosphat, anstelfe von B-Propio 
lacton verwendet werden konnen. Die Werte der antikomplementaren Aktivitat (ACA) und der in vivo- 
2S Vertraglichkeit der nach dem erfindungsgemaflen Verfahren hergestellten Praparate und von VergleichsprS- 
paraten sind in Tab. IV (Anhang) zusammengestellt 

Zur Bestimmung der antikompIemetSren Aktivitat der Immunglobuline wurde eine definierte Menge des 
PrOfproduktes mit einer deflnierten Menge von Meerschweinchen-Kornplement inkubiert und die verbleiben- 
de Menge Komplement wurde titriert Die ACA wurde als Verbrauch der CH-50 pro g ImmunglobuRn 
30 angegeben. Die Methode zur Bestimmung der ACA entsprach weitgehend der von M. Mayer pubiizierten 
Methode (Mayer, MM. (1961). Complement and complement fixation. In: Experimental Immunochemistry, 
2nd edn., pp 133-240, C. Thomas. Springfield. II.). 

Als Richtwert fur intravenos anwendbare IgG-Produkte gilt eine antikomplementare Aktivitat (ACA) von 
£ 1500 CH 50 pro g Protein. Die Cohn-Fraktion III zeigt ACA-Werte von > 1500 CH 50/g Protein und ist 
36 erfahrungsgemafl intravenos unvertraglich. 

Das IgM-haWge Produkt der EP 0 013 901 weist eine ACA von 300 CH 50/g auf und ist erfahrungsge- 
m3B bei der intravendsen Anwendung gut vertraglich. Sn in vivo Modeil zur PrOfung der i.v. Vertragfichkert 
ist das Rattenmodell nach Bleeker et al. (W. K. Bleeker, J. Agterberg, G. Righter. A de Vriesvan Rossen. J. 
C. Bakker: An animal model for the detection of hypotensive side effects of immunoglobulin preparations. 
40 Vox Sang. 52: 281 -290 (1 987). 

Vertraglichkertsparameter fUr die Immunglobuline in diesem Modeil ist der Blutdruck. Intravenos 
unvertragliche Praparate fUhren zu einer deutlichen Blutdrucksenkung. Der Vergleich nicht intravends 
vertraglicher Praparate. dies sind i.m. (intramuskular) anwendbare Praparate, mit dem Produkt der EP 0 
013 901 und dem erfindungsgemaflen Produkt des Beispteis 1 und 2 zeigt. dafl die erfindungsgemafl 
45 hergestellten Produkte zu einem Blutdruckabfall an der Ratte fUhren (s. Tab. IV), der deutlich geringer ist 
als der von isn. Produkten. 

Die fofgenden Beispiele eriautem die Erfindung: 



so Beispiel 1 

Pro kg Paste Cohn-Fraktion III wurden 3 kg destilliertes Wasser gegeben. Die Produkttemperatur wurde 
auf 4* C abgekuhtt Pro 1 kg dest H 2 0 wurden 0.0055 kg Na-acetat x 3 H2O zu gegeben. Durch Zugabe von 
96 %iger Essigsaure wurde der pH-Wert auf pH 5.05 eingestellt Jeweils 50 kg Paste wurden in 120 I 
55 Pufferlosung bei + 4*C suspendiert Der pH-Wert der Suspension wurde mit 96 %iger Essigsaure auf pH 
5.05 eingestellt Durch Zerrtrifugation mit einer Cepa-Zentrifuge wurde der Niederschlag abgetrennt Die 
vom Niederschlag abgetrennte Losung wurde auf + 25 *C erwarmt Pro kg Oberstand wurden 25 ml 
Octansaure zugegeben. Die Zugabe der Octansaure erfolgte Gber Tropftrfchter. Der pH-Wert der Losung 
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wurde auf 4.8 eingestellt und der Ansatz fQr 1 Stunde bei + 20* C belassen. Pro kg des Ansatzes wurden 4 
g Tricaiciumphosphat zugegeben und der Ansatz fUr 45 Minuten bei 20* C belassen, bevor die Suspension 
zur Entfemung des Niederschlages zentrifugiert wurde. Der Oberstand wurde nach der Zentrifugation filtriert 
und anschlieflend ultrafiltriert Die gegen Acetatpuffier ultrafiltrierte LQsung wurde auf einen Proteinwert von 
5 % und einen pH-Wert von 6.7 eingestellt Pro kg dieser LSsung wurden 5 g Aktivkohle unter langsamem 
RQhren, bei Raumtemperatur gegeben. Die Adsorptionszeit betrug 1 Stunde. Anschlieflend wurde die 
Aktivkohle abzentrlfugiert und der Oberstand filtriert Zu der fitorierten LSsung wurde in 0.08 M Na-Acetat- 
Ldsung gequollenes DEAE-Sephadex A-50 in elner Menge von 40 mg pro g Protein gegeben. Die 
Sephadex-Adsorption erfolgte bei pH 6.5. Nach Abtrennung des Sephadex wurde der Proteingehalt des 
Buats auf 40g/I eingestellt und pro 1 I Oberstand 1.40 ml fl-Propiolacton unter pH-Konstanz von pH 0.8 - 8.1 
zugegeben. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von 1 N NaOH konstant gehaKen. Nach der fl-Propio!acton- 
Behandlung wurde die Losung sterilfiltriert Die steriifiltrierte Ldsung wurde zur Einstellung der lonenkon- 
zentration und des Proteinwertes ultra- und dlafiltriert Diese Losung wurde sterilfiltriert und in 1 -Liter- 
ieersterile Flaschen abgefullt 



Beispiel 2 

Ausgangsmaterial war, wie in Beispiel 1 beschrieben, die Cohn-Fraktion III, die pro 50 kg Paste In 120 I 
Pufferlosung, bei + 4*C suspendiert wurde. Der pH-Wert wurde mrt 96 %iger EsslgsMure auf pH 5.05 
eingestellt Pro kg der Suspension wurden 40 ml OctansMure Uber einen Tropftrichter bei Raumtemperatur 
zugegeben. Anschlieflend wurde fur 15 Minuten gerOhrt und der pH-Wert mit 1 N NaOH auf pH 5.05 
eingestellt Pro kg des Ansatzes wurden anschlieflend 4 g Tricaiciumphosphat zugegeben und der Ansatz 
fOr 1 Stunde, unter RUhren. bei Raumtemperatur belassen. Anschlieflend wurde zentrifugiert Der Oberstand 
wurde, wie in Beispiel 1 aufgefOhrt, ultrafiltriert, mit Aktivkohle, DEAD- Sephadex A-50 und fl-Propiolacton 
behandelt, bevor die Ldsung ultrafiltriert, sterilfiltriert und abgefUlft wurde. 



Beispiel 3 

Ausgangsmaterial war, wie in Beispiel 1 beschrieben, die Cohn-Fraktion III, die pro 50 kg Paste in 120 I 
Pufferlosung, bei + 4" C suspendiert wurde. Die Octansaurebehandiung und Calciumphosphat-Adsorption 
wurde, wie unter Beispiel 1 beschrieben, durchgeftlhrt Der nach der Zentrifugation filtrierte Oberstand 
wurde mit dem Polyoxyethylenderivat Tween (R) 80 in einer Konzentration von 1% versetzt und 15 Minuten 
spSter wurde Tri-N-Butylphosphat bis zu einer Konzentration von 0.3 % zugegeben. Der ansatz wurde fOr 8 
Stunden, bei + 25* C gerilhrt Anschlieflend wurde 5 % Sojabohnenol dazugegeben, 30 Minuten nach dem 
ROhren die wassrige Phase von der Olphase dekantiert und die wassrige L6sung gegen Acetatpuffer 
ultrafiltriert Der Proteinwert wurde auf 5 % eingestellt und der pH-Wert auf 6.7. Pro kg dieser Losung 
wurden 5 g Aktivkohle unter langsamem RQhren, bei Raumtemperatur gegeben. Die Adsorptionszeit betrug 
1 Stunde. Anschlieflend wurde die Aktivkohle abzentrifugiert und der Oberstand filtriert Zu der filtrierten 
Lfisung wurde in 0.08 M Na-Acetat-L5sung gequollenes DEAE-Sephadex A-50 in einer Menge von 40 mg 
pro g Protein gegeben. Die Sephadex-Adsorption erfolgtB bei pH 6.5. Nach Abtrennung des Sephadex 
wurde die LSsung zur Einstellung der lonenkonzentration und des Proteinwertes ultra- und diafittriert. Diese 
LSsung wurde sterilfiltriert und in 1-Liter Ieersterile Flaschen abgefOllt 

Tab. I 



Auswirkung der Aerosilmenge auf die Verteilung der IgG-Subldassen polyvaienter 

Immunglobuline 



Produkt 


pH 


Protein 


igG 


Gesamtfipide 


igG-1 


2 


3 








mg/dl 


Verteilung in % 


RGB-810 


7.05 


35.6 


31.36 


158 


69.1 


21.2 


5.4 


4.3 


" + 0.5 AE 


6.89 


34.7 


30.15 


28 


70.8 


22.1 


2.7 


4.4 


" + 1.0 AE 


6.78 


32.4 


28.72 


7 


73.1 


22.3 


0.3 


4.2 
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Auswirkung der Aerosilmenge auf die Verteilung der IgG-Subklassen in 
Serumproteinlosungen 


Produkt 


PH 


Protein 


igG 


Gesamtiipide 


igG-1 


2 


3 


4 




mg/dl 


Verteilung in % 


RPCS642 


7.47 


5.25 


6.98 


351 


66.9 


23.0 


3.1 


7.0 


- + 0.5 % AE 


7.65 


52.3 


7.51 


51 


65.7 


22.7 


3.5 


ai 


" + 1.0% AE 


7.64 


50.9 


7.51 


47 


69.2 


20.8 


3.0 


7.0 


" + 2.0 % AE 


7.54 


48.1 


6.95 


41 


70.7 


21.8 


0.4 


7.1 
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Tab IV 





Antikomplementare Aktivrtat (ACA) und in vivo Vertragiichkett an der Ratte 


20 


Produkt 


ACA/g 
Protein 


Blutdruckanderung in 
%(n=*6) 


25 


IgM-Konzentrat nach Beispiei 1 ohne jS-PL 
IgM-Konzentrat nach Beispiei 1 mrt 0-PL 
IgM-Konzentrat nach Beispiei 2 ohne 0-PL 
IgM-Konzentrat nach Beispiei 2 mrt 0-PL 


800 
250 
600 
180 


-30 
-15 
-20 
-15 




Referenz-igG-PrSparat (handelsObllches i.v. IgG-PrMparat) 


80 


-8 


30 


IgM-Konzentrat nach EP 0 013 901 (ohne /3-PL) 
IgM-Konzentrat nach EP 0 013 901 (mrt £-PL) 
Cohn-Fraktion III bzw. ijn. Produkt 


>1500 
300 
>1500 


-50 
-20 
-60 



AnsprUche 

1 . Verfahren zur Hersteilung einer fUr die intravenose Application geeigneten Immunglobulinldsung durch 
Behandlung einer durch Fraktionierung aus Humanblut erhaltenen Proteinfraktion, die die Immunglobulme 
des Type IgG, IgA und IgM in ankonzentrierter Form enthalt dadurch gekennzeichnet dad 

a) die Proteinfraktion mit Acetatpuffer versetzt 

b) mit Caldumphosphat und Octansdure behandelt und 

c) zentrifigiert wird, 

d) der Oberstand abgetrennt und 

^ e) einer DEAE-Sephadex A 5f>Adsorption unterworfen und 

f) die nach Abtrennen des Adsorptionsmitlels erhaltene Ldsung sterilfirtriert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dad die im Acetatpuffer unk5slichen Bestandteile 
durch Zentrrfugation entfemt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafl der Oberstand vor der Adsorption mit 
Aktivkohle behandelt wird. 

4. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet dafl die erhaltene Immunglobuiin- 
losung mit S-Propiolacton behandelt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet dafl B-Propiolacton in Mengen von 0,05 bis 0,15 ml 
pro 100 ml einer 4%igen Immunglobulinldsung verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet dafl cfie erhaltene Immunglobulin- 
ldsung mit Tri-N-Butylphosphai behandelt wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet dafl Tri-N-Butylphosphat in Mengen von 0,10 bis 
1,0 ml pro 100 ml einer 5%igen Immunglobulinlosung verwendet wird. 
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'Abb. I 
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Elnstufenverfahren 



Cohn Fraktlon III 

i 

0.005 M Acetatpuffer; Protein: - 4 - 5 X 
+ 40 ml Octansa'ure auf 1 1 
+ 4 g Ca 3 (P0 4 ) 2 auf I 1 



Zentrif ugaiion 



Ultrafiltration; 5 X Protein 



Aktivkohle: 5 g/1 



DEAE-Sephadex A-50 
40 mg/g Protein 



S-Propiol acton: 1.25 + 0.25 auf 1 1 
0.12 ml auf 100 ml 



Sterilfiltration 



bei 4 Z Protein 



UF 



Lb'sung von IgG, IgA, IgM 

t 
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Zwei stuf enverf ahren 



Colin Fraktion III 



0.05 M Acetatpuffer; Protein: - 4-5 X 



Zentri fugation 



25 ml Octansaure auf 1 1 
4 9 Ca 3 (P0 4 ) 2 auf 1 1 



Zentri fugation 



Ultrafiltration; 5 X Protein 



i 



Aktivkohle : 5 g/1 



DEAE-Sephadex A-50 
40 rag/g Protein 



S-Proplolacton: 1*25 + 0.25 ml auf 1 1 
0.12 ml auf 100 ml 



Sterilfiltration 



be1 4 X Protein 



UF, Sterilfiltr. 



Losung von Ig6 f IgA t IgH 
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